







































This  handbook  presents  a  summary  of  the  age  estimation  procedures  used  in  the  Spanish 
Institute of Oceanography  (IEO)  for some of  the main commercial benthic species of  fish  for 
the  Spanish  fleet: megrim  (Lepidorhombus whiffiagonis),  four  spot megrim  (Lepidorhombus 
boscii), white anglerfish (Lophius piscatorius), black anglerfish (Lophius budegassa). It provides 
information about  the sampling program,  the morphology of hard parts  (otoliths and  illicia), 




















































































(illicia  for both  anglerfish  species,  and  sagittae otoliths  for megrim  and  four  spot megrim), 
within the Spanish Institute of Oceanography/Instituto Español de Oceanografia (IEO).  
For  monitoring  fish  populations,  biological  samplings  are  performed  throughout  the  year. 
These samplings are carried out once a month or quarter, depending on the stock and species. 
The  samples  come  from  the  fish  market  (fish  landed  from  the  commercial  fleet)  or  from 
bottom trawl research surveys (“Demersales” and “Porcupine”). Some years, depending on the 




Currently  four  age  readers  carry  out  the  age  estimation  of  the  Atlantic  stocks  of  the 
aforementioned benthic fish in IEO. These age readers participate in the periodic international 
age estimation exchanges and workshops. 
Hard parts are  sampled by  the  IEO within  the EU data  collection  framework  (DCF). Detailed 






















- Bases of both pelvic  fins elongate. Dorsal  fin origin  closer  to  tip of  snout  than  to anterior 
edge of eye.  
- Lateral line forms a distinct curve above pectoral fin. 





















Table  1.1.1.1.  Number  of  megrim  (L.  whiffiagonis)  otoliths  by  stock  collected  from  the 
commercial fleet and research surveys in 2012. 
  Stock  Commercial fleet Research surveys  Total 
ICES Div. VIIb‐k, VIIIabd  1427  699  2126 
ICES Div. VIIIc, IXa  493  396  889 
Total  1920  1095  3015 
 
 
1.2  OTOLITH  EXTRACTION  AND  STORAGE  
1.2.1  ANNUAL  AGE 








on  each  side  of  the  brain.  The  tips  of  straight  metal  laboratory  tweezers  are  introduced 
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1.3  OTOLITH  PREPARATION  AND  AGE  ESTIMATION  METHOD 
1.3.1  ANNUAL  AGE 




















The  age  estimation  criterion  has  not  substantially  shifted  from  when  its  age  began  to  be 
estimated  (eg.  Conan  et  al.,  1981).  For  the  interpretation  of  the  otolith  edge,  additional 
information to the otolith structure is considered, as the date of capture, the spawning season 
(peak mainly  from  February  to April)  and  the main period of  seasonal  increment  formation 
(ICES,  2013).  Table  1.3.1.1  shows  the  overall  agreed  scheme  of  Anon  (1997)  used  for 
interpretation of the edge. Hyaline edge in the 2nd or 3rd quarter is unusual because it is mostly 
predominant from October to April (Rodríguez and Iglesias, 1985). 





compared  with  that  of  other  fish,  and  the  annuli  can  be  observed  in  many  otoliths  (Fig. 
1.3.1.1).  
 
  Edge type Quarter 1 Quarter 2 Quarter 3 Quarter 4
Hyaline Age = N Age = N Age = N‐1 Age = N‐1













is  important.  Marginal  increment  analysis  is  the  most  commonly  used  of  the  validation 
methods, and it is used for validating the periodicity of growth increment formation (Campana, 

































Methods  for  age  corroboration  are  not  equivalent  to  those  for  age  validation,  since 
corroboratory methods support or are correlated with a particular method of ageing, but are 
not  directly  or  logically  linked  (Campana,  2001).  The  corroboration  method  of  tracking  of 
strong/weak year‐classes compares  the  interval between yearly  samples and  the  increase  in 
the  apparent  modal  age  of  a  recruitment  pulse  as  determined  through  annulus  counts 
(Campana,  2001).  This  also  considered  “indirect  validation”  method  indicates  that  an  age‐
reading method is accurate if the age composition of exceptionally good or weak year classes 
can be tracked over a long period of time (Panfili et al., 2002). 





1.5  AGE  PRECISION,  VERIFICATION AND  QUALITY  CONTROL  
1.5.1  ANNUAL  AGE 
Verification  confirms  the  consistency of  the  age  interpretation,  i.e.  the  repeatability  and/or 







et al., 2004; Etherton, 2011). The current  IEO age  readers participated  in  the  recent otoliths 
exchanges and workshops, showing good values of agreement, precision and relative accuracy 
(Egan et al., 2004; Etherton, 2011). 
In  addition  to  the  estimated  age,  the  quality  (or  credibility)  of  each  age  estimation  is  also 
assigned  according  to  the  "3  point  grading  system"  recommended WKNARC‐2  (ICES,  2013). 
Three possible results of age quality (AQ) are distinguished:  
AQ1.  Otoliths  easy  to  age  whose  estimated  age  was  not  doubtful  at  first  reading.  The 
estimated age was considered as the final age for that individual; 






two  values  (eg  5/4).  For  the  preparation  of  age‐length  keys,  those  otoliths  with  doubts 



















Shape:  oval‐elliptical.  Sulcus  acusticus:  heterosulcoidal,  ostial,  straight,  medium.  Ostium: 
funnel‐shaped, much  longer than the cauda. Cauda: rounded‐oval, very short, as wide as the 
ostium,  terminating  away  from  the  rear  margin.  Anterior  region:  round‐pointed;  rostrum 

















Table  2.1.1.1. Number  of  four  spot megrim  (L.  boscii)  otoliths  collected  by  stock  from  the 
commercial fleet and research surveys in 2012. 
  Stock  Commercial fleet Research surveys Total 
ICES Div. VIIIc, IXa  257  709  966 
  
 
2.2  OTOLITH  EXTRACTION  AND  STORAGE  
2.2.1  ANNUAL  AGE 










be  estimated  (eg.  Fuertes,  1978).  The  age  estimation  of  L.  boscii  is  not  especially  difficult 












2.4  AGE  ACCURACY,  VALIDATION  AND  CORROBORATION    
2.4.1  ANNUAL  AGE 
The periodicity of growth increment formation in L. boscii otoliths has been validated by edge 
analysis  in northwestern  Iberian Peninsula (ICES Div. VIIIc,  IXa) (Fuertes, 1978). The season  in 





























2.5  AGE  PRECISION,  VERIFICATION AND  QUALITY  CONTROL    
2.5.1  ANNUAL  AGE 
The age estimation criterion is similar for both Lepidorhombus species. Although international 
otoliths  exchanges  and workshops were  not  held  for  L.  boscii,  the  current  IEO  age  readers 
participated  in  the  recent  ones  of  L.  whiffiagonis  (section  1),  showing  good  values  of 
agreement, precision and relative accuracy (Egan et al., 2004; Etherton, 2011). 



























Pras, 1987).  In  the  first  international workshop of age estimation of anglerfish  (Anon, 1991), 








3.1  SAMPLING  PROGRAM FOR  AGE  ESTIMATION  
3.1.1  ANNUAL  AGE 
Routine samplings for age determination of L. piscatorius began to be performed in IEO since 




  Stock  Commercial fleet Research surveys  Total 
ICES Div. VIIb‐k, VIIIabd  408  235  643 
ICES Div. VIIIc, IXa  925  151  1076 
Total  1333  386  1719 
  
3.1.2  DAILY AGE  
Lapilli otoliths from  juvenile L. piscatorius caught  in the routine research surveys  in 2010 and 
2012,  were  collected  for  daily  growth  studies  and  otolith  microstructure  analysis  (Table 
3.1.2.1).   










3.2  ILLICIA/OTOLITH  EXTRACTION  AND  STORAGE  
3.2.1  ANNUAL  AGE 
The  illicium  is  cut at  its base,  lifting  its apical end  to  facilitate  cutting  (Fig. 3.2.1.1). The  cut 
illicium of each anglerfish is stored in an envelope, in which the data of the sampled specimen 












a careful observation,  the semicircular canals are  located along  the  lateral walls of  the brain 
cavity,  and  the  lapilli (Fig.  3.2.2.2)  are  found  at  the  confluence  of  the  canals  (Secor  et  al., 






Fig.  3.2.2.1.  Macroscopic  dissection 
technique  used  on  juvenile  anglerfish  to 
extract otoliths. 
Fig.  3.2.2.2.  The  three  pairs  of  anglerfish 




3.3  ILLICIA/OTOLITH  PREPARATION AND  AGE  ESTIMATION METHOD  
3.3.1  ANNUAL  AGE 
The  traditional  methodology  of  illicia  mounting  in  resin  plates  was  originally  described  by 
Dupouy  et  al.  (1986)  and,  after  several  European  age  estimation  workshops  of  anglerfish 
(Anon, 1997; Anon, 1999; Landa et al., 2002),  it was standardized and was  included  in an age 
estimation guide  for anglerfish  (Duarte et al., 2002). That methodology was used  in most of 
the growth studies using illicia (Duarte et al., 1997; Quincoces et al., 1998a; Landa et al., 2001; 
Ofstad and Laurenson, 2007). However, several modifications  in  the  traditional methodology 
of Dupouy et al. (1986) have been recently carried out for illicia preparation, observation and 
age  interpretation  (Landa  et  al.,  2013).  Those  methodological  modifications  have  been 
performed to allow a more clear observation of the growth pattern, showing mainly the most 
apparent growth marks, in order to allow the distinction of the annuli: 
Section  thickness.  The  thinner  cuts  drove  to  the  observation  of  more  supposed  annual 
increments, and vice versa using thicker cuts. The use of transverse sections ∼0.50–0.55 mm 
thick  allows  the  observation  of  the  clearest  marked  increments,  probably  those  that  are 




of  higher magnification  (100  x), which was  the  standard  observation methodology  used  by 
Duarte et al.  (2002) and subsequent studies,  involves observation and counting as annuli, of 
some false annual increments (Landa et al., 2013). 








It  is  important  to adjust and play with  the  light and  focus of  the microscope,  to  identify an 
overall pattern of growth. Unlike otoliths, where  the annuli widths  tend  to decrease as you 
approach the edge, in illicia, annuli remain a similar width apart throughout the section. Annuli 
close  to  the edge may even be wider apart  than  those  closer  to  the nucleus  (Duarte et al., 
2002). 
Annuli  in  illicia  differ  in  composition.  As  a  result,  the  surface  appears  rippled,  alternating 
between high and  low  ridges. The differences  in  these  levels  relate directly  to  the dark and 




section.  The  counting  should be based upon  the  area where  good  contrast between  annuli 
exists (Duarte et al., 2002).   
The next step in the age estimation process is to identify the position of the first annulus, and 
to confirm  it by measuring  its diameter. The  first well‐marked growth  increment observed  is 
considered to be a consequence of a change in the life cycle (from planktonic to benthic living), 
and  is  therefore  designated  as  the  benthic  growth  increment.  Although  the  next  growth 
increment  has  been  traditionally  considered  to  be  the  first  annulus,  following  the  age 
estimation  guide  (Duarte  et  al.,  2002),  the  study  of  Wright  et  al.  (2002)  based  on  micro‐
increment analysis of L. piscatorius, concluded that growth increment (that oval shaped in Fig. 
3.3.1.1)  should  not  be  considered  as  annulus.  The  following  growth  increment  will  be 
considered as a real annulus and its diameter tends to be 300‐380 µm (Fig. 3.3.1.1) (Landa et 
al., 2013), while the named benthic growth  increment (not annual) tends to be 160‐220 µm. 
There  is  not  validation  information  on  the  diameters  of  the  first  growth  increments  for  L. 
budegassa. 
To  identify  the outer  annulus  it  is  very  important  to  look  at  the  illicium  edge.  For  this  it  is 
essential to know the quarter (or month)  in which the sample was taken. This will determine 
whether or not  the annulus at  the edge  is  to be  counted  in  the age  reading process.  If  the 
outer annulus is not visible in the whole illicium, this may be because the section has not been 
cut perpendicularly. When a dark annulus appears at the edge in Q1, it should be counted and 
included  in  the age  reading.  If a  similar annulus appears  in Q4  it  should not be  counted or 
included in the age reading. 





is easier to begin reading the  illicia  from the middle of the  fish  length range  to establish the 
growth pattern of these first annuli (Duarte et al., 2002). 









Difficulties  in age  interpretation: the age estimation of anglerfish  is not easy, mainly because 
annuli  appear  doubled  or  are  not  well  defined  in  some  illicia  sections  and  false  annual 
increments may also occur  (Duarte et al., 2002). As an example we  can  see  that within  the 
illicia exchange of L. piscatorius in 2011, the “medium” credibility level was the most frequent 
for most  readers  (50%).  The  “high”  and  “low”  credibility  levels were  estimated  in  a  similar 
proportion (around 21‐25%) (Landa, 2012). 






are being collected  in  the  routinely  samplings  (section 3.1.1). Solid  research  steps are being 




The  lapilli  otoliths  are  used  to  examine  daily  increments,  since  they  appear  more  clearly 
defined  in  these  pair  of  otoliths.  The  lapilli  otoliths  of  L.  piscatorius  are  very  small with  a 
rounded shape and thickness, making them less fragile than the other two otoliths pairs. 
Preparation: the lapilli otoliths extracted from juveniles are cut into sections by a sanding and 











and that the other  increments are  laid down daily, thus the  increment number  is considered 
an indicator of the age in days. The primordium of lapilli consists of one o two cores followed 
by  a  few  increments  surrounded  by well  defined  increments  that  could  be most  likely  the 
hatching check. A second less evident check, the possible first feeding check, is also observed.  
Interpretation  difficulties:  these  difficulties  could  be  explain  by:  1)  difficulties  in  the 
interpretation  of  subdaily  increments;  2)  to  locate  microstuctural  checks  in  the  area 










3.4  AGE  ACCURACY,  VALIDATION  AND  CORROBORATION  
3.4.1  ANNUAL  AGE 
The age estimation from illicia of a decadal time‐series was performed for the southern stock 
(Iberian  Atlantic)  assessment  of  L.  piscatorius,  using  the  internationally  standardized  age 
estimation  criterion  of  Duarte  et  al.  (2002).  A  catch‐at‐age  by  year  matrix  was  built,  but 
inconsistencies  in  cohort  tracking  were  found  (Azevedo  et  al.,  2008).  Since  then  no  age‐
structured model has been used for the assessment of both northern and southern stocks of 
the European Atlantic southern shelf of L. piscatorius (ICES, 2011). A production model (ASPIC, 
Prager,  1994)  has  been  used  for  the  assessment  as  an  alternative  to  the  age‐structured 
models.  Length‐based  model  (CASA,  Sullivan  et  al.,  1990;  Dobby,  2002)  including  von 
Bertalanffy  growth  parameters  is  also  being  attempted  for  the  stock  assessment  of  L. 
piscatorius. 
Growth  studies  alternative  to  the  age  estimates  on  CS  of  L.  piscatorius,  such  as  tagging‐
recapture (Laurenson et al., 2005; Landa et al., 2008), daily  increment analysis (Wright et al., 
2002)  and  length  frequency distributions of  catches  (Dupouy  et  al.,  1986;  Thangstad  et  al., 
2002; Jónsson, 2007), also showed that the growth pattern estimated using the traditional age 
estimation criterion based on illicia (Duarte et al., 2002) was partially underestimated and that 
criterion was not accurate, although  it was  internationally  standardized and used  in  several 
age estimation anglerfish workshops (Anon 1991; Anon 1997; Anon 1999; Landa et al., 2002; 
Duarte  et  al,  2005).  Modifications  in  the  methodology  of  illicia  preparation  and  in  the 
traditional  age  estimation  criterion  have  allowed  a  new  age  estimation  criterion  on  illicia 
(Landa et al., 2013). The use of this new criterion allows a better cohort tracking of the catch at 
age  data  from  survey  data  of  Porcupine  Bank  and  is  consistent  with  the  length‐frequency 
analyses  of  those  data  (Landa  et  al.,  2013).  Another  study  (Ofstad  et  al.,  2013)  has  been 
recently  presented  on  the  age  and  growth  of  L.  piscatorius  in  Faroese  waters.  These  two 







of L. piscatorius by any of  the validation  techniques available  for daily age  (Campana 2001). 






3.5  AGE  PRECISION,  VERIFICATION AND  QUALITY  CONTROL    
3.5.1  ANNUAL  AGE 
Verification  confirms  the  consistency of  the  age  interpretation,  i.e.  the  repeatability  and/or 







class of difference between  them. The growth pattern  is easier  to distinguish  in  the  illicium 
(Crozier,  1989;  Woodroffe  et  al.,  2003)  and  it  has  become  the  standard  structure  for  age 
estimation of L. piscatorius in most European countries (Landa et al., 2008). 
The  age  estimation  criterion  on  both  Lophius  species  used  by  IEO  readers  was  externally 
verified in international illicia and otoliths exchanges and workshops (Anon, 1997; Anon, 1999; 
Landa  et  al.,  2002;  Duarte  et  al.,  2005;  Landa,  2012).  The  current  age  readers  of  IEO 
participated  in  the  recent  exchanges  and  workshops,  showing  good  values  of  agreement, 
precision  and  relative  accuracy  for  illicia  (Duarte  et  al.,  2005;  Landa,  2012).  However, 
improving the precision in the absence of accuracy cannot, under any account, guarantee data 
quality  (de  Pontual  et  al.,  2006).  And  the  age  criteria  for  this  species  was  internationally 
standardized and verified age of readers until 2007, did not mean that this criterion was not 
biased, as previously explained. 








































4.1  SAMPLING  PROGRAM FOR  AGE  ESTIMATION  
4.1.1  ANNUAL  AGE 
Routine samplings for age determination of L. budegassa began to be performed  in IEO since 






  Stock  Commercial fleet Research surveys  Total 
ICES Div. VIIb‐k, VIIIabd  404  35  439 
ICES Div. VIIIc, IXa  446  98  544 
Total  850  133  983 
 
4.1.2  DAILY AGE  
Lapilli otoliths from  juvenile L. budegassa caught  in the routine research surveys  in 2010 and 
2012,  were  collected  for  daily  growth  studies  and  otolith  microstructure  analysis  (Table 
4.1.2.1).   













4.3  ILLICIA/OTOLITH  PREPARATION AND  AGE  ESTIMATION METHOD  
4.3.1  ANNUAL  AGE 
The  traditional  methodology  of  illicia  mounting  in  resin  plates  was  the  same  as  that  of  L. 
piscatorius  (section 3).  It was originally described by Dupouy et al.  (1986) and, after  several 
European  age  estimation  workshops  of  anglerfish  (Anon,  1997;  Anon,  1999;  Landa  et  al., 
2002), it was standardized and was included in an age estimation guide for anglerfish (Duarte 





are  being  collected  in  the  routinely  samplings  (section  4.1.1).  The  aforementioned 
methodology  of  illicia  preparation  is  available,  but  an  age  estimation  criterion  validated  / 
corroborated is not currently available for this species. There is not enough knowledge on the 
real annual growth pattern of L. budegassa, but some solid research steps are being taken to 
estimate  it (section 4.4.1). Thus, the recent advances  in  its otolith microstructure analysis (La 
Mesa and De Rossi, 2008; Hernández et al., 2012) can help  to  locate  the  first annulus more 









4.4  AGE  ACCURACY,  VALIDATION  AND  CORROBORATION    
4.4.1  ANNUAL  AGE 
The age estimation from illicia of a decadal time‐series was performed for the southern stock 
(Iberian  Atlantic)  assessment  of  L.  budegassa,  using  the  internationally  standardized  age 
estimation  criterion  of  Duarte  et  al.  (2002).  A  catch‐at‐age  by  year  matrix  was  built,  but 
inconsistencies  in  cohort  tracking  were  found  (Azevedo  et  al.,  2008).  Since  then  no  age‐
structured model has been used for the assessment of both northern and southern stocks of 

















of L. budegassa by any of  the validation  techniques available  for daily age  (Campana 2001). 
There is only one report on daily growth increment counts for this species performed on lapilli 




4.5  AGE  PRECISION,  VERIFICATION AND  QUALITY  CONTROL    
4.5.1  ANNUAL  AGE 
As in its congener L. piscatorius, the growth pattern of L. budegassa is also easier to distinguish 
in  the  illicium  (Anon, 1991) and  it has become  the  standard  structure  for age estimation  in 
most European countries. 
The  age  estimation  criterion  on  both  Lophius  species  used  by  IEO  readers  was  externally 
verified in international illicia and otoliths exchanges and workshops (Anon, 1997; Anon, 1999; 
Landa  et  al.,  2002; Duarte  et  al.,  2005).  The  current  age  readers of  IEO participated  in  the 
recent exchanges and workshops,  showing good values of agreement, precision and  relative 
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